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摘要 


都 医科 大 学 附属 北京 友谊 医院 临床 检验 中 心 ” 北 京 ” 100875) 


目的 :在 肺癌 细胞 中 沉默 PHP14, 并 研究 其 对 肺癌 细胞 凋 亡 的 影响 及 其 可 能 机 制 。 方 法 : 


利用 shRNA 稳定 沉默 肺癌 细胞 株 A549 中 PHP14 的 表达 ,并 利用 Annexin V, PI 双 染 和 流 式 细胞 

= 仪 检测 细胞 在 正常 培养 条 件 下 和 凋 亡 诱导 条 件 下 的 凋 亡 情 况 ;通过 皮下 接种 裸 鼠 ,探讨 PHP14 沉 
= 默 对 肺癌 细胞 体内 成 瘤 的 影响 ,并 利用 Realtime-PCR 和 Western blotting 检测 PHP14 沉默 后 凋 亡 
CN 相关 基因 的 表达 情况 。 结 果 :成 功 获得 了 PHP14 稳定 沉默 的 肺癌 细胞 株 ,发 现 PHP14 沉默 可 促进 
> x 肺癌 细胞 诱导 性 凋 玄 ,并 抑制 肺癌 细胞 的 体内 成 瘤 能 力 , 并 且 发 现 PHP14 沉默 对 肺癌 细胞 凋 亡 的 


四 影响 可 能 是 通过 抑制 Bel-2 表达 实现 的 。 结 论 ; 


人 通过 抑制 Bcl-2 影响 肺癌 细胞 凋 亡 。 


过 关键 词 PHP14 细胞 凋 亡 ”体内 成 瘤 ”Bel-2 


THESES Q819 


。“ 人 组 氨 酸 磷酸 酶 蛋白 PHP14( 也 称 为 PHPT1 ) 是 在 
消 稳 动物 中 发 现 的 第 一 个 蛋白 组 氨 酸 磷酸 酶 "”。 除 
ST EHP 的 诸多 底 物 如 ATP 循环 裂解 酶 ”和 G 蛋白 
的 代 亚 基 中 被 发 现 外 ,还 发 现 其 可 能 与 多 种 分 子 如 
HSP90a 相互 作用 中 ,进而 可 能 介 导 信号 转 导 , 参 与 疾 
病 姑 肿瘤 的 发 生 和 发 展 。 

我 们 前 期 的 研究 发 现 , 在 肺癌 细胞 中 干预 PHP14 
表达 ,可 以 影响 肺癌 细胞 的 运动 .浸润 ,甚至 体内 转 
移 “ 。 并 且 相 对 于 癌 旁 组 织 ,PHP14 在 肺癌 组 织 中 高 
表达 ,表明 PHP14 不 仅 参与 了 肺癌 细胞 的 运动 和 转移 ， 
可 能 还 与 肺癌 成 瘤 相 关 " 。 此 外 ,我 们 还 发 现 ,在 正常 细 
胞 NIH3T3 细胞 中 过 表达 PHP14 后 能 赋予 NIH3T3 细胞 
体外 非 锚 定 依赖 性 生长 能 力 ,表明 PHP14 具有 将 正常 细 
胞 恶性 转化 的 能 力 ""。 但 PHP14 在 体内 是 否 会 影响 肿 
瘤 细胞 的 成 瘤 能 力 ,其 还 影响 了 肿瘤 细胞 的 哪些 细胞 特 
性 ,从 而 在 肿瘤 中 发 挥 作用 ,还 有 待 深入 地 探讨 。 
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Dal 


PHP14 沉默 可 促进 肺癌 细胞 诱导 性 凋 亡 ,并 可 能 


因此 ,本 文 首 先 在 肺癌 细胞 A549 中 沉默 了 PHP14 
的 表达 ,并 探讨 了 其 对 肺癌 细胞 凋 亡 的 影响 。 此 外 ,我 
们 还 进一步 通过 小 鼠 体 内 成 瘤 实验 ,检测 了 PHP14 沉 
默 对 肿瘤 细胞 体内 成 瘤 能 力 的 影响 ,以 及 其 影响 肺癌 
细胞 凋 亡 的 可 能 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 细胞 .试剂 和 材料 

A549 、H446 细胞 为 本 实验 室 保存 ;包含 PHP14- 
siRNA 序列 CGGACATCTACGACAAAGT 的 shRNA- 
PHP14 载体 构建 如 文献 [6] 所 述 ;4 ~6 周 龄 肉 性 裸 鼠 
购 自 维 通 利 华 公 司 ; Lipofectamine 2000 Transfection 
Reagent 购 自 Invitrogen 7S FJ; HWS AW A Sigma 公 
FJ; Annexin V 凋 亡 检测 试剂 盒 购 自 Abcam 公司 ; 免 抗 
Cleaved-Caspase-3 单 克隆 抗体 、 免 抗 Bcl-2 单 克隆 抗体 、 
Fadi P53 抗体 均 购 自 Cell Signaling Technology 公司 ;小 
鼠 抗 PHP14 抗体 和 小 鼠 抗 GAPDH 单 克隆 抗体 购 自 
Santa Cruz 公司 ; 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 小 鼠 、 
山羊 抗 兔 gG 购 自 北京 中 杉 金 桥 有 限 公司 。 其 他 试剂 
均 为 国产 分 析 纯 。 
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1.2 细胞 培养 . 转 染 

在 六 孔 板 中 每 孔 接种 2 x 10° 个 /ml 细胞 ,并 在 
37°C 5% 二氧化碳 培 养 箱 中 培养 18 ~ 24h ,使 细胞 达到 
对 数 生长 期 ,达到 70% ~ 80% 的 细胞 密度 。 将 6 孔 板 
内 的 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 更 换 为 无 血清 
DMEM 培养 基 , 并 分 别 将 4pg 已 测序 验证 的 shRNA- 
PHP14 表达 载体 用 Lipofectamine 2000 真 核 转 染 试剂 转 
Ye ,然后 继续 培养 4~6h。 在 将 细胞 培养 液 换 成 新 的 含 
10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 后 , 放 人 二 氧化 碳 培养 
箱 中 培养 24h。 加 入 G418 筛选 2 周 ,获得 稳定 克隆 。 
1.3 Annexin V 和 PI 双 染 及 流 式 细胞 仪 检 测 细胞 凋 亡 
用 0.25% KE L ZR Z R (EDTA ) 的 胰 和 蛋白 酶 
溶液 消化 细胞 , 制 成 单 细 胞 悬 液 后 移 和 人 1. 5ml 离心 管 
中 5 多 000r/min 离心 Smin; 加 入 PBS 洗涤 细胞 沉淀 两 
次 > 收集 1~5 x 10° 个 细胞 ;加 入 500pl 的 1 x Binding 
bly 重 悬 细胞 ;加 入 5 Annexin V-FITC 混 匀 ,然后 加 
AS) PL, 混 匀 ; 室 温 , 避 光 反应 15min;1h 内 进行 流 式 
细胞 仪 检测 ,激发 波长 488nm ,发 射 波长 530nm。 
1.4. 小 鼠 皮下 肿瘤 模型 

将 5 x 10° 个 肿瘤 细胞 皮下 接种 到 裸 鼠 的 腋 下 区 域 
(每 组 5 只 小 鼠 ) 。 然 后 每 3 ~5 天 测量 皮下 肿瘤 大 小 ， 
掉 备 体积 。 所 有 动物 实验 都 在 动物 护理 和 使 用 委员 
会 的 批准 下 进行 。 
154 实时 荧光 定量 PCR ( qRT-PCR ) 

6G 根 据 基因 的 开放 阅读 框 (ORF ) 序列 设计 实时 荧光 

定量 PCR 引物 ,PHP14 上 游 为 5-TCAGTAGCCGTCGTT 
AGGC-3' ,下 游 为 5-TGCGACTGTGAGTGTCTGGG-3'; 
Be] 纪 上 游 为 5'-GAGGATTGTGGCCTTCTTTGC-3' ,下 游 为 
5'-CCCAGCCTCCGTTATCCT-3' ;GAPDH 内 参 基因 上 游 
引物 为 5'-GAGTCAACCGATTTGGTCGT-3', 下游 为 5 和- 
GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3', JH Trizol 试剂 提取 各 
组 细胞 总 RNA 并 反 转 录 成 单 链 cDNA ,以 此 为 模板 , 运 
用 UltraSYBR Two Step RT-qPCR Kit 试剂 盒 进行 扩 增 反 
应 ,利用 2 法 计算 目的 基因 的 相对 表达 量 。 
1.6 Western blotting 
收集 不 同 细胞 系 总 蛋白 质 ,分 别 取 20 ~ 50ug 蛋白 质 
量 的 细胞 总 蛋白 质 样品 及 蛋白 质 分 子 质量 Marker ,将 处 理 
好 的 样品 按照 预定 的 顺序 加 入 上 样 孔 中 。 接 通 凝 胶 电 泳 
仪 的 电源 ,初始 电压 60V; 溴 酚 蓝 染 料 的 前 缘 进 入 分 离 胶 上 
缘 后 提高 电压 至 160V ,继续 电泳 直至 溴 酚 蓝 泳 出 分 离 胶 的 
下 缘 。 第 一 抗体 封闭 4°C 振 摇 过 夜 ; 用 含 0. 1% Tween 的 
Tris-HCl 缓冲 盐 溶 液 (TBST) 洗 膜 ,第 二 抗体 封闭 室温 下 振 
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= 


摇 60min; 以 TBST 洗 膜 。 化 学 发 光 与 曝 光 。 
1.7 统计 学 分 析 

实验 数据 用 x ts 表示 ,组 间 差 异 采用 方差 分 析 ,应 
用 SPSS 17.0 统计 软件 进行 处 理 。 


2 结 果 


2.1 PHP14 沉默 肺癌 细胞 株 的 构建 

为 了 探讨 PHP14 对 肺癌 细胞 的 影响 ,我 们 首先 构 
建 了 包含 PHP14 shRNA 的 表达 载体 ,并 稳定 转 染 到 肺 
癌 细 胞 株 A549 中 。 如 图 1 所 示 , 在 A549 中 转 染 
PHP14 shRNA 后 ,相对 于 对 照 细 胞 ,PHP14 的 mRNA 和 
蛋白 质 水 平 都 显著 降低 。 


1.6 


Relative PHP14 mRNA levels 
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图 1 PHP 14 沉默 肺癌 细胞 株 A549 的 构建 
Fig.1 The construction of PHP14 
RNAi lung cancer cells 
(a) Expression of PHP14 in A549 cells stably expressing control- 
RNAi or PHP14-RNAi as determined by quantitative PCR (b) 
Expression of PHP14 in A549 cells stably expressing control-RNAi or 
PHP14-RNAi as determined by Western blotting 


2.2 PHP14 沉默 可 促进 肺癌 细胞 诱导 性 凋 亡 

接 下 来 ,我 们 通过 AnnexinV-FITC 和 PI 双 染 标记 ， 
经 流 式 细胞 仪 ,分 析 了 PHP14 沉默 对 肺癌 细胞 凋 亡 的 影 
响 。 结 果 发 现 PHP14 并 不 能 直接 导致 肺癌 细胞 凋 亡 。 
然而 , 当 我 们 用 双氧水 (H,0, ) 诱导 肺癌 细胞 A549 凋 亡 
时 ,发 现 更 多 的 PHP14 沉默 细胞 发 生 了 凋 亡 (图 2)。 表 
HH PHP14 沉默 使 肺癌 细胞 对 诱导 性 凋 亡 更 敏感 了 。 
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图 2 PHP14 沉默 对 肺癌 细胞 凋 亡 的 影响 
Fig.2 The effect of PHP14 knockdown on apoptosis of lung caner cells 


(a) The flow cytometry analysis of PHP14 knockdown on apoptosis of lung caner cells (b) The statistical analysis results of PHP14 knockdown on 


apoptosis of lung caner cells 


2.3 PHP14 沉默 可 抑制 肺癌 细胞 的 体内 成 瘤 能 

肿瘤 细胞 在 体内 的 生长 与 体外 培养 不 同 ,在 体内 , 肿 
瘤 细 胞 受到 体内 环境 (如 各 种 免疫 细胞 .生长 因子 、 调 亡 
因子 等 ) 影 响 ,会 表现 出 与 体外 培养 不 一 样 的 生长 特性 。 
我 们 发 现 ,虽然 沉默 PHP14 后 ,不 能 影响 A549 细胞 的 体 
外 增殖 能 力 ,但 显著 抑制 了 A549 细胞 的 体内 成 瘤 能 力 


(图 3) ,推测 可 能 受 体内 促 凋 亡 因子 作用 ,PHP14 沉默 的 
肺癌 细胞 凋 亡 增多 ,导致 了 其 体内 成 瘤 能 力 降 低 。 
2.4 PHP14 沉默 影响 肺癌 细胞 凋 亡 的 可 能 机 制 

为 了 进一步 研究 PHP14 调控 肺癌 细胞 凋 亡 的 可 能 
机 制 ,我 们 通过 定量 PCR 和 Western blotting 检测 了 
PHP14 沉默 后 A549 细胞 中 Bcl-2 的 表达 ,以 及 
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3 PHP 14 沉默 对 A549 RA AR JR BE 77 AY R4 
Fig.3 Knockdown of PHP14 expression in A549 cells inhibited the xenograft tumor growth in vivo 
(a) Volumes of tumors that were derived from control-RNAi (closed circle) or PHP14-RNAi (closed square) cells were measured over times (b) 


Xenograft tumors derived from control-RNAi or PHP14-RNAi on 26 days (c) Expression of PHP14 mRNA was examined by semi-quantitative PCR 


of tumors cells from xenograft tumors 


= 

Caspase- 的 表达 情况 。 结 果 发 现 ,在 A549 中 沉默 仪 的 检测 结果 符合 ,表明 PHP14 沉默 并 不 能 导致 A549 细 
PHRI4 后 ,显著 降低 了 Bcl-2 的 表达 ,但 直接 导致 细胞 。 胞 直接 凋 亡 ,但 降低 了 细胞 抗 调 亡 的 能 力 。 在 另 一 种 P53 
Sin Caspase-3 的 表达 没有 改变 ,这 与 我 们 流 式 细胞 缺失 的 肺癌 细胞 H1299 中 ,我 们 也 得 到 了 同样 的 结果 。 


O 1.4) A549 ; H1299 , 
i HB Control RNAi 1.0 HE Control RNAi 
C PHP14 RNAi = C_I PHP14 RNAi 
N q 12 a | 
© Ë & 0.84 
N z 3 
z | 
™ oe ge) 0.64 
Qa a 
N : po 
o o 
> > 
E E ‘ao J 4 
4 4 
> g 2 0.24 
bee g E 4 
2 
0.04 - - 
» > 
= a a 
NS 
n mm RA a 


Caspase-3 


<a — GAPDH — a 
(a) (b) 


图 4 PHP14 沉默 对 凋 亡 相关 基因 表达 的 影响 
Fig.4 The effect of PHP14 knockdownon the expression of apoptosis related genes 


(a) The effect of PHP14 knockdownon the expression of apoptosis related genes in A549 (b) The effect of PHP14 knockdown on the expression 
of apoptosis related genes in H1299 
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凋 亡 是 细胞 对 环境 的 生理 性 病理 性 刺激 信号 、 环 
境 条 件 的 变化 或 缓和 性 损伤 产生 的 应 答 有 序 变 化 的 死 
亡 过 程 "" 。 调 亡 是 多 基因 严格 控制 的 过 程 ,这 些 基因 
在 种 属 之 间 非 常 保守 ,如 Bel-2 家 族 、Caspase FE ih 
基因 (如 C-mye) , 抑 癌 基因 ( P53) 等 。 凋 亡 过 程 的 亲 乱 
能 与 许多 疾病 ,如 肿瘤 自身 免疫 性 疾病 等 的 发 生 有 
直接 或 间接 的 关系 。 许 多 因素 都 能 诱发 细胞 凋 亡 ,如 
射线 .药物 等 "1。 

本 研究 发 现 ,在 肺癌 肿 痪 细胞 A549 中 沉默 PHP14 
后 ,在 诱发 细胞 凋 亡 的 因素 双氧水 存在 的 情况 下 ,可 促 
LE 肌 癌 肿 冶 细 胞 凋 亡 。 进 一 步 的 机 制 研究 发 现 , PHP14 
沉 点 可 降低 肺癌 肿 癌 细 胞 中 凋 亡 相关 基因 Bcl-2 的 表 
体内 成 痛 实 验 也 进一步 证 实 , PHP14 沉默 对 肿瘤 
的 特制 作用 ,显示 出 降低 的 体内 成 瘤 能 力 ,推测 PHP14 


on en Wn eNO T, SA 
WOR AERA IE. 
(二 我 们 以 往 的 研究 发 现 , PHP14 是 一 个 可 以 促进 肺 


瘙 细胞 运动 .浸润 .转移 的 蛋白 质 ,并 且 其 还 能 赋予 
NESTS 细胞 体外 非 销 定 依赖 性 生长 能 力 ,表明 PHP14 
其 将 正常 细胞 恶性 转化 的 能 力 “" 。 通 过 本 文 研究 ， 
我 但 更 进一步 证 实 了 PHP14 在 肺癌 肿瘤 发 生 中 的 重要 
仿 脚 , 即 参 与 了 肺癌 肿瘤 细胞 的 体内 生长 .成 瘙 ,这 拓 
HP14 在 肿瘤 中 的 重要 作用 ,也 为 我 们 将 PHP14 
制 或 者 治疗 靶 点 提供 了 实验 依据 。 
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The Effect of PHP14 Knockdown on Lung Cancer Cells 
Apoptosis and Its Mechanism 
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Abstract Objective: To knockdown PHP14 expression in lung cancer cells, and investigate the effect of 
PHP14 knockdownon lung cancer cells apoptosis and its mechanism. Methods; Using shRNA stably knockdown 
PHP14 expression in lung cancer cell A549; detected apoptosis of control cells and PHP14 RNAi cells under 
normal culture and apoptosis-induced treatment using double staining of Annexin V and PI by flow cytometry; 
investigated the tumor growth of control cells and PHP14 RNAi cells in vivo, and detected the expression of 
apoptosis related genes by Realtime-PCR and Western blotting. Results; The expression of PHP14 was stably 
knockdown successfully, and knockdown of PHP14 could promote induced-apoptosis, as well as the tumor growth 
int Tivo ; furthermore, the effect of PHP14 knockdown on lung cancer cells apoptosis possobly via Bcl-2 
suppression was found. Conclusion; knockdown of PHP14 could promote induced-apoptosis possobly via Bcl-2 
suppression. 
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